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菌に既知 DAAO のなかで最も高い耐熱性を有する DAAO を見出した．しかし，当好熱性
細菌由来 DAAO の活性は真菌由来 DAAO よりも著しく低く，基質特異性も狭かったこと
から，応用的な利用が制限されると考えた．一方，DDO は好熱性の古細菌や細菌を含む原
核生物において見いだされておらず，高い安定性を有する DDO は未だ取得されていない．
そこで本研究では，これまでの知見を踏まえ，未だ DAAO と DDO が報告されていない好
熱性真菌から高活性・広基質特異性・高安定性を有する DAAO と高活性・高安定性を有す
る DDO を取得し，その機能と構造を明らかにすることを目的とした．  
複数の耐熱性酵素が単離されている好熱性真菌 Thermomyces dupontii NRRL 2155 株のゲ
ノム配列に DAAO（TdDAAO）と DDO（TdDDO）遺伝子を見出した．E. coli で発現させた
TdDAAO は高活性ではあるものの基質特異性が狭かったことから，目的とする広基質特異
性を有する DAAO ではなかった．一方，TdDDO は高い活性と既知 DDO のなかで最も高い
耐熱性を有したことから，応用的に有用な DDO であることが分かった．この TdDDO の高
い耐熱性はタンパク質構造の高い剛性に起因すると考えられた．既知の DDO や DAAO に
おいて基質 α-カルボキシ基と相互作用する Tyr 残基が TdDDO には存在せず，代わりに
Phe248 残基が存在した．そこで，基質親和性の向上を目指し，TdDDO の Phe248 残基を Tyr
残基に置換したバリアント（F248Y）を作成したところ，酸性 D-アミノ酸に対する分子活
性は低下したが，基質結合親和性は野生型より顕著に増加した．TdDDO および F248Y バ
リアントは酸性 D-アミノ酸のなかでも D-Glu に対する触媒能が既知の DDO よりも優れて
いたことから，D-Glu の検出・定量に有用と考えられた．  
市販の発酵堆肥から 3 株の好熱性真菌（YA 株，PB 株および PE 株）を単離した．この 3
株は広基質特異性 DAAO が良基質とする D-アミノ酸を含む培地で生育し，特に YA 株が良
好に生育した．分子系統解析から，YA 株は好熱性真菌 Rasamsonia emersonii と同種と考え
られた．R. emersonii 基準株のゲノム配列に見いだした DAAO ホモログ遺伝子の塩基配列を
もとに，YA 株の DAAO ホモログ（ReDAAO）遺伝子を取得した．E. coli で発現させた ReDAAO
は既知の真菌由来 DAAO と同等の高い活性を示し，抗生物質原料の生産に重要な
cephalosporin C や様々な D-アミノ酸に対して活性を示した．また，興味深いことに，本来
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DDO の基質である酸性の D-Glu に対しても高い活性を示した．ReDAAO の耐熱性は好熱性
細菌由来 DAAO の耐熱性に匹敵した．以上のことから，ReDAAO は高活性・高安定性・新
奇な広基質特異性を有する目的とした応用的に有用な DAAO であった．三次元構造モデル
から，Arg97 と Ser233 残基が D-Glu に対する高い活性に，TdDAAO に存在する YVLQG 配
列が ReDAAO に存在しないことがその新奇な基質特異性に寄与すると推測された．また，
ReDAAO の高次なオリゴマー形成がその高い耐熱性に寄与すると推測された．  
X 線結晶構造解析により 2.00Å 分解能の ReDAAO 構造を構築した．ReDAAO 結晶構造の
基質結合部位には，D-Glu に対する高い活性に寄与すると推測された Arg97 と Ser231 残基
（モデル構造では Ser233 残基）が存在した．両残基を Ala 残基に置換したバリアントの解
析から，Arg97 と Ser231 残基はそれぞれ主に分子活性能と基質結合能に寄与すると考えら
れた．ReDAAO の結晶構造から，TdDAAO に存在する YVLQG 配列はその活性部位近傍に
位置すると推測された．ReDAAO に YVLQG 配列を挿入したバリアントと TdDAAO から
YVLQG 配列を欠失させたバリアントの解析から，YVLQG 配列の存在は基質結合時に立体
障害を引き起こすことで特定の基質に対する活性を低下させ，基質特異性を狭めると考え
られた．ReDAAO 結晶構造において，ReDAAO に特異的な分子内 SS 結合が観察された．




用を安定化させることで ReDAAO の高い耐熱性に寄与すると考えられた．  
  
